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(54) In vitro process for the production of a homologue heart valve or 
vascular prosthesis 

(57) Abstract 

1 paragraph intro 

According to the process disclosed in this patent it is possible to produce Heart Valves and blood 
vessels. They, more precisely their wall, consist mainly of an inner layer of conjunctive tissue 
and an outer layer of endothelial cells. Thus they have an analogous structure to natural heart 
valves and vessels. The disadvantages of the currently known heart valve or vascular prostheses 
are removed using the heart valve or vascular prosthesis according to this patent. 

[0009] There is an important deficit of suitable donor vessels in all areas of blood vessel surgery 
A substitute made out of the patients own tissue with a living structure that has the potential to 
grow and repair and supports the haemodynamic properties of the body would present the ideal 
solution. 

[0010] The purpose of the invention is to provide with a process of production of artificial 
homologue heart valves and a process of production of blood vessels. These prostheses can 
withstand the in vivo flow dynamic. 

[001 1] According to the invention the task to provide with a in vitro method of preparation of a 
homologue heart valve or homologue blood vessel is deivided in the following steps- 

• Provide a bio-degradable scaffold 

• Colonization of the scaffold with homologue fibroblasts and/or Myofibroblasts of the 
formation of an extracellular matrix 

• Colonization of the scaffold/matrix with endothelial cells 

• Integration of the scaffold /matrix in the pulse flow chamber, in which they can be 
subdued to increasing flow rates and/or pressure and 

• Continuous or discontinuous increase of the flow rates and/or pressure 

[0012] The invention provides a method that allows the production of functional living 
homologue heart valves and homologue blood vessels that are suitable for implantation into 
human patients, because it has a special connective tissue structure with nature-near collagen 
elastin and GAG content. The method shall be explained in detail: ' 
[0013] The term, support, is a acellular structure, composed either of synthetic fibers or of an 
acellular connective tissue scaffold, as described below. Matrix is a connective tissue structure 
that contains, in addition to Fibroblasts and Myofibrobalsts, the typical ingredients of an 
extracellular matrix auch as collagen, elastion and GAG. The structures called matrix do 
typically not contain any more scaffold material. States between scaffold and matrix are 



described using the term scaffold/matrix . Living describes a vital cell tissue with the ability to 
grow, repair and production of extracellular matrix proteins. 

[0014]In order to prepare the invention a biodegradable scaffold has to be provided. The material 
should be stable for some time to allow a sufficient colonization / penetration with fibroblasts 
and/or Myofibroblasts in order to obtain the production of an extracellular matrix, on the other 
hand the material should be degraded in an acceptable short time, shorter that the time necessary 
to produce the homologue hear valve or vascular prosthesis. Degradation occurs biological 
(hydrolytic). It is preferable that the degradation starts after 8 days and is terminated after 4 to 6 
weeks. 

[0020] The cells can be extracted from blood vessel fragments (see Ziind et al. Eur. J. 
Cardiothorac. Surg. 13,160,1998) method is explant. Separation by Facs or with 
immunomagnetic beads. 

[0021]the fibroblast cultures are mixed (Fibroblasts and Myofibroblasts). Preferred is a content 
of more than 75% Fibroblasts. 



Figures: 

Figure 1 a is showing a support for a heart valve prosthesis made out of a polymer. The support is 
subsequently colonized by fibroblasts/myofibroblasts and endothelial cells. Figure 1 b shows the 
matrix/scaffold after colonization and 1 week of incubation in the pulsating flow chamber, Figure 
1 c shows the same valve prosthesis after 2 weeks in the pulsating flow chamber. 
Figure 2 shows the bioreactor including the pulsating flow chamber in cut view. 
Figure 3 shows the whole construction with integrated bioreactor. 

Figure 4 shows the whole construction with integrated parallel tube circuit systems for the 
construction of blood vessel prostheses. . 

Figure 5 shows the parallel tube circuit systems with one tube having sewn in a vessel like 
support/matrix. The liquid flows from the upper (near the sewing line) Y -connector to the lower 
one. 

Figure 6 shows the vessel like support put onto a cylinder before colonization with cells. 
Figure 7 shows the cut through the support shown in Figure 6. 

Figure 2 shows a bioreactor 1 in a cut view. The vertical symmetrical axis shown in Figure 2 is 
an axis of rotatory symmetry to the bioreactor (in most aspects). The bioreactor is a so called 
compact bioreactor: I one of the preferred embodiments the outer diameter in radial direction is 
approximately 15,5 cm and the height is approximately 16,8 cm. Deviations in height as well in 
outer radial diameter can be achieved. The bioreactor can be used in standard cell incubators. 



Table for vessel prostheses (Gefassprothesen) 



time 


Vascular prostheses 




Flow rate ml/min 


Pulse/min 


Systemic pressure mmHe 




Range 


Preferred 


Range 


Preferred 


Range 


Preferred 


Day 1 and 2 


30-100 


50 


5-20 


L 10 


10-30 


20 


Day 3 and 4 


70-150 


100 


5-20 


10 


10-30 


20 


Day 5 and 6 


150-250 


200 


10-30 


20 


20-40 


30 


Day 7 and 8 


200-400 


300 


20-40 


30 


20-60 


40 


Day 9 and 10 


300-500 


400 


30-50 


40 


20-100 


60 


Day 1 1 and 12 


400-600 


500 


35-120 


50-60 


20-120 


80 


Day 13 and 14 


800-1500 


1000 


40-180 


60-80 


20-240 


120 



[0054] in one of the embodiments of the invention the systemic pressure in the pulsatile flow 
chamber is calibrated to 10 to 240 mmHg. Preferred is a systemic pressure of 60 to 140, 
especially 80 to 120mmHg. 



[0056] The heart valves and vessels according to the invention contain an inner connective tissue 
structure including Fibroblasts, Myofibroblsts and the most parts of normal extracellular matrix, 
namely collagen, elastin and GAG. On the contrary to prior attempts to make for example heart 
valves by tissue engineering, the valves according to this invention contain a percentage of 
collagen (43-53%) elastin (11-13%) and GAG resembling the content in native valve or valve 
membrane. 



Example 3: production of a vascular prosthesis 

[0061] 

For the production of a small vascular prosthesis (for example for the carotid artery (in the neck)) 
with an inner diameter of 0.5.cm 4 tubular scaffolds (length 4 cm and inner diameter 0.5 cm) are 
sterilized and soaked for 24 hours in standard medium (DMEM, Gibco BRL-Life Technologies). 
Then cells are seeded 6 times in intervals of 90 Minutes onto each of the scaffolds, per square cm 
4-5 Mio of Myofibroblasts are seeded (fibroblasts and myofibroblasts). The cells are the 
incubated in standard incubators for 2 weeks on the scaffolds. The medium is exchanged each 4 
days under sterile conditions. Then the endothelial cells are seeded onto the inner wall of the 
prosthesis (4 Mio. endothelial calls per square cm, 6 times in the interval of 90 minutes). 4 to 5 
days later the tubular vascular prostheses are connected to the tubular system of the flow 
bioreactor under sterile conditions In steps of 48 hours the flow rate and pulse rate are increased, 
beginning with 50ml/min, pulse 10 to lOOOml/min, pulse 60 (lOOml/pulse 10, 200ml/pulse 20, 
300ml/pulse 30, 400ml/pulse 40, 500ml/pulse 50, lOOOml/pulse 60). After a total of 14 days the 
new formed vascular prostheses are taken out of the bioreactor and sent to biochemical, 
mechanical and histological Analysis. 



Claims 

1 . In vitro process of production of a homologue heart valve or vascular prosthesis, including 
the following steps : 

• Provide of a bio-degradable scaffold 

• Colonization of the scaffold with homologue fibroblasts and/or Myofibroblasts of the 
formation of an extracellular matrix 

• Colonization of the scaffold/matrix with endothelial cells 

• Integration of the scaffold /matrix in the pulse flow chamber, in which they can be 
subdued to increasing flow rates and/or pressure and 

• Continuous or discontinuous increase of the flow rates and/or pressure 

2. Process according to claim 1, in which the bio-degradable scaffold is a bio-degradable 
polymer matrix or a acellular biological matrix. 

3. Process according to claim 1 or 2, in which the scaffold is a polyglycolic acid (PGA) a 
polylacticacid (PLA), a polyhydroxyalcanoat (PHA), poly-4-hydroxybuturat (P4HB) or a 
mixture of one ore more of these polymers. 

4. Process according to claim 1 to 3, in which the form of the bio-degradable scaffold is a of a 
heart valve 

5. Process according to claim 1 to 3, in which the form of the bio-degradable scaffold is a of a 
blood vessel 

6. Process according to claim 1 to 4, in which the scaffold has a polymer density of up to 120 
mg/cm 3 , preferred are 50 to 80 mg/cm 3 . 

7. Process according to claim 1 to 6, in which the scaffold is a porous polymer with a pore size 
of 80 to 240 /mi. 

8. Process according to claim 1 to 7, in which the scaffold has fibers of a diameter from 6 to 20 
pirn, preferred 10 to 18 /<m 

9. Process according to claim 1 to 2, in which the scaffold is a connective tissue matrix of an 
animal heart valve. 

10. Process according to claim 1 to 2, in which the scaffold is a connective tissue matrix of an 
animal blood vessel. 

11. Process according to claim 1 to 10, in which the colonization step with fibroblasts and/or 
Myofibroblasts is repeated 3 to 14 times , preferred 5 to 10 times. 

12. Process according to claim 1 to 1 1, in which per colonization step and per square cm of 
scaffold/matrix is made with approx. 10 s to 5*10 8 , preferred 4-5* 10 6 Fibroblasts and/or 
Myofibroblasts 

13. Process according to claim 1 to 12, in which the colonization step with endothelial calls is 
repeated 3 to 14 times, preferred 5 to 10 times 

14. Process according to claim 1 to 1 1, in which per colonization step and per square cm of 
scaffold/matrix is made with approx. 10 s to 5*10 8 , preferred 4-5* 10 6 endothelial cells. 

15. Process according to claim 1 to 14 in which the fibroblasts and/or Myofibroblasts and/or 
Endothelial cells are human cells. 

16. Process according to claim 1 to 15 in which the fibroblasts and/or Myofibroblasts and/or 
Endothelial cells are autologous cells 

17. Process according to claim 1 to 16 in which the flow rate in the pulsatile flow chamber is 50 
ml/min to 5000 ml/min, preferred 50 to 2000 ml/min. 

18. Process according to claim 1 to 17 in which the flow rate is increased over the period 1 to 12 
weeks 



• So rsir: which ,he « ~ * «*- * ><> - »° 

24. Homologue heart valve according to claims 1 to 23 
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27. Homologue blood vessel according to claims 1 to 23 
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(57) Die Erfindung betrifft ein ln^ifiXL Verfahren 
zum Herstellen von homologen Herzklappen und Gefa- 
Ben. 

An Herzkiappendysfunktion leidenden Patienten 
wird bisher entweder eine mechanische Herzklappe 
oder eine biologische Klappe von einem menschlichen 
oder nicht-menschlichen Spender implantiert. Diese 
Klappen weisen jedoch erhebliche Nachteile auf, wie 
z.B. die Notwendigkeit einer lebenslangen Antikoagula- 
tion mit der Gefahr hemorrhagischer Komplikationen, 
eine Degenerationsneigung sowie die Gefahr einer 
Immunreaktion. AuBerdem kann keine der bisher 
bekannten Klappen sich einem z.B. durch Wachstum 
verandernden Herzen anpassen. Vergleichbar groBe 
Probleme stellen sich bei Verwendung von GefaB- 
Homografts und Kunststoff-GefaBen als BlutgefaBer- 
satz. 

-""."^Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren kdnnen 
homologe Herzklappen und BlutgefaBe zur VerfQgung 
gestellt werden, die bzw. deren Wand aus einem im 
wesentlichen bindegewebigen Kern und einer superfizi- 
elien Endothelzellschicht aufgebaut sind und damit 
einen der naturlichen Herzklappe bzw. dem naturlichen 
GefaB analogen Aufbau haben. Die Nachteile der 
bekannten Herzklappen- und GefaBprothesen werden 
durch die erfindungsgemaBen Herzklappen- und Blut- 
gefaBprothesen vermieden. 
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[0001 1 Die vorliegende Erfindung betrifft ein in vitro-Verfahren zum Herstellen einer homologen Herzklappen- oder 
GeffiBprothese sowle elne mlt diesem Verfehren herstellbare homologe Herzklappe sowte ein mtt diesem Vertehren 

5 herstellbares GefSB. , „„ w ,,„ <1 ,_i, 

[00021 Jedes Jahr versterben alleine in den USA ca. 20.000 Patienten an den Folgen einer HerzWappendysfunk- 
tion und mehr als 60.000 Patienten sind wegen einer bereits erkannten Dysfunktion gezwungen. em oder mehrere 
Herzklappen operate ersetzen zu lassen. Als Ersatz fOr die eigene Herzklappe tommen entweder ^ech^sche .oder 
blologlsche Klappenprothesen (Xenografts) In Frage, seltener werden kryopreservierte oder glutaraldehydfixterte 

raMof^M^haniShe Klappenprothesen fOhren jedoch oft zu Fremdkarperreaktionen mit thromboembolischen 
Komplikationen, die durch die mit der kOnstlichen Herzklappe veranderten StrOmungsverhaltnisse im Herzen begOn- 
stiqt werden. Daher ist eine lebenslangeAntikoagulation des betroffenen Patienten erforderlteh. dtezu e.ner permanent 
erhfthten BlutungsgefahrfOhrt. Eine weltere, oft lebensbedrohllche Komplikatlon bel Patienten mlt einer mechanlschen 

is . Herzklappe sind Infektionen. ... .. ,ai~H~ r \ 

[0004] Bei den Xenografts handelt es sich mefetens um Schweineklappen oder um Klappen aus bovinem (Rinder) 
Gewebe. die mittels Glutaraldehyd behandelt und fixiert werden. Diese biologischen Wappenprothesen k6nnen mrt 
guten Eigebnissen bei alteren Patienteneingesetzt werden. neigen aber zur Degeneration nach nur ca. 12bis 15 Jah- 
ren, so daB sie fOr jOngere Patienten in der Regel nlcht In Frage kommen. DarOber hinaus neigen Xenografts zur Cal- 
crfizierung. weshalb sie zum Einsatz bei Wndem und jungen Menschen. die einen emohten Caldumstoftwechsel 
aufweisen, zusatzlich ungeeignet sind. Wertemin besteht bei Xenografts im Vergleich zum gesunden Herze.ve.ne 
erhOhte Infektionsgefahr. SchlieBlfch stellen sie ebenlalls korperfremdes Gewebe dar. das mit einer 9^" ^. 
scheinlichkett vom karpereigenen Immunsystem als fremd erkannt wird und damit lebensbedrohl.che Immunprozesse 

auslosen kann. . u u „_-„ _ 1IP 

[0005] Als dritte Mdgfichkeit stehen Homografts, d. h. aus humanen Spendem isolierte, fixierte Herzklappen zur 
VerfOgung. Homografts sind zwar gegen Infektionen relativ resistent, stellen jedoch ebenfalls kOrperfremdes Gewebe 
dar das mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit Immunreaktionen hervorruft DarOber hinaus ne.gen Homografts 
ebenso wie Xenografts zur Calcifizierung und untertfegen daher einer erheblchen Degeneration, die .n der Regel e.ne 
Reoperation nach 7 bis 12 Jahren erforderiteh macht Homografts stehen darOber hinaus im Rahmen des allgemeinen 

x Organspendermangels in nur auBerst begrenztem Umfang zur VerfOgung. 

[0006] Neben dem berate beschriebenen Nachteilen der bisher als klappenersatz verwendeten Klappenprothe- 
sen. d. h. der Auslosung von Immunreaktionen. der erhOhten Infektionsgefahr. der Gefahr thromboembotecher Pro- 
zesse und der Degenerationsneigung, tat alien bisher bekannten Klappen gemeinsam, daB sie aus "WBUisclMfn 
Material oder fixiertem oiganlschen Material bestehen und Ihnen daher wIchBga Elgenschaften tebender Matrix z_B 
die Fahigkeit zu Reparationsprozessen. zur Rekonfiguration oder zum Wachstum fehlen. Daraus folgl . u.a. daB i bei 
kindlichen Klappenpatienten bisher regelmaBig Reoperationen in Kauf genommen werden muBten. .ZUrtttW .zudem 
jeder Herzoperation inharenten Rfeiko steigt jedoch mit jeder Reoperation das Letal.tatsns.ko. da durch die vorange- 
gangenen Operationen erhebliche Verwachsungen im Thorax auftreten. . 
[0007] Es besteht daher ein drtngender Bedarf fOr einen Herzklappenersatz. der die zuvor beschriebenen Nach- 
teile vermeidet Zu diesem Zweck 1st bereits vorgeschlagen worden. kOnstliche Herzklappen durch .Tissue Enginee- 
ring herzustellen. Das .Tissue Engineering. befaBt sich mit der Entwicklung .biohybrider. Implantate. die jm Kdrper zu 
Geweben oder gar zu ganzen Organsystemen heranwachsen. Zuerst fanden die Techniken des .Tissue Engineering, 
im Bereich der Hauttransplantation Anwendung. Inzwischen hat sich ihre Applikation auf andere Gewebe. wie Leber, 
Knorpel. Knochen und Trachea sowie Intestinale und urologlsche Gewebe und BlutgefSBe erweitert. Auch zur Herstel- 
lung biohybrider Herzklappen in Form von einzelnen Klappensegeln sind bereits beschrieben worden. Die durch .Tis- 
sue Engineering, hergestellten Herzklappensegel hatten jedoch bisher den Nachteil, daB sie inadequate nrcht 
ausreichende bindegewebige Strukturen aufwiesen und daher den im Herzen herrechenden Stromungsverhaltmssen 
nach AuflSsung der biodegradablen Tragerstruktur nicht hatten standhalten kdnnen. 

[0008] Wie beim Herzklappenersatz besteht auch bei der Chirurgie von BlutgefaBen ein ertieblicher Bedarf an 
geeigneten Ersalzstrukturen. Eine ideate LOsung im Kampf gegen degenerative Erkrankungen wie die Artherosklerose 
steht hier ebenfalls noch nicht zur VerfOgung. Der Bedarf erstreckt sich im wesentllchen auf 3 chlrurgtache Geblete: 

a) HerzkranzgefaBe: Hier werden als Bypass-GefaBe v. a. Beinvenen und zunehmend auch arterielte GeraBe 
benutzt. Venen (welche physlologischerweise nur geringen BlutdrOcken und FlOssen ausgesetzt sind) degenerie- 
ren unter den systemischen Druckberf.ngungen des HerzkranzgefaB-Systems relativ schnell. so dass nach einigen 
Jahre bei vlelen Patienten eine Reoperation nOtlg wlrd. Arterlelle GefaBe, wie z.B. die Radialarterie des Unterarms 
oder Arterien der inneren Brustwand (welche physlologischerweise an hohe Drucke gewOhnt sind) stehen auf 
Grund ihre funkBonellen Bedeutung fOr den Organtamus nur in beschrankten MaSe zur VerfOgung. Die Tatsache. 
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dass heutzutage die Patienten auf Grund der verbesserten medizinischen Vercorgung ein immer hdheres Lebens- 
alter errelchen und somit nach ein Oder mehreren Voroperationen vermehrt zur Reoperation tommen, aggraviert 
den Mangel an GefSBen zusatzlich. da in den vorangehenden Operationen die korpereigenen Venen und Artenen 
aufgebraucht wurden. 

b) Hauptschlagader: Auch die Hauptschlagader (Aorta) unterliegtv.a atheroslderotischer Degeneration^Zum Aor- 
tenersatz werden heute zum einen KunststoffGefaBprothesen (Dacron. PTFE. etc.) verwendet Werterhin stehen 
hier. wie beim Herzklappenersatz. sogenannte .Homografts. zur Verfflgung, d.h. AortenstQcte, die °^! P n e "2 
entnommen werden. Die Kunststoffprothesen stellen ein Fremdmaterial dar und unterliegen *nem e^enl R JHco 
fur Infektionen und Bildung von Blutgerinnseln. Die in dieser Hinsicht geeigneteren Homografts s.nd In ihrer Verfug- 
barkeit mangels genugender Organspender sehr lim'rtiert. 

c) Periphere GefaBe: Ebenfalls durch degenerative Prozesse wie die Atherosklerose betroffen sind die peripheren 
GefaBe des Korpers, wie die Halsschlagader oder Beinarterlen. Hler wlrd neben der MogRchkett. e ne Vene als 
Ersatzgefafl zu nehmen (mit obengenannten Nachteilen), zunehmend Kunststoffmaterial verwendet (z B. Dacron 
etc ). Dies emringt zwar akzeptable Resultate. jedoch befindet sich bei tf.eser Losung lebensteng e.n Fremdmate- 
rial im Blutkreislauf, so dass die Gefahr von Infektionen und das Risiko von Blutgerinnseln erh6nt s.nd. 

-[0009] Es besteht daher ein eklatanter Mangel an geelgnetem GefaBeraatz In alien e iwahnten > Gebleten der 
GefaB-Chirurgie. Ein aus patienteneigenem Gewebe hergestellter GefaBersatz, welcher eine '« bend c e S^^ur mit dem 
Potential zu Wachstum und Reperationsprozessen darstellen wQrde und den hfimodynamischen Erfotdermssen des 
KSrperkreislaufs standhalten wOnde, ware hier eine ideate Losung. ' ' ' , u „ u „„ n „ nH 

■• ^[0010] Aufgabe der Erfindung ist es daher, Verfahren zum Herstellen von kOnstlfchen homologen HerzWappen und 
Verfahren zum Heistellen von BlutgefcBen zur VerfOgung zu stellen, urn Herzklappenprothesen bzw. BlutgefflBeprothe- 
sen erzeugen zu kdnnen, die den kurto herrschenden Stromungsvemaitnissen gewachsen sind. 
[0011] Erfindurigsgem&B wird die Aufgabe durch ein jnjdtES-Verfehren zum Herstellen einer homologen Herz- 
klappe oder homologer Blutgef&Be gelost, das die folgenden Schritte umfaBt: 

Bereltstellenelnes biologisch abbaubarenTragers, A \... -'m^^m 

Besiedeln des Tragers mit homologen Rbroblasten und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung einer bindegewebi- 
gen Matrix, 

- Besiedeln des Tr&gers/der Matrix mit Endothelzellen ■ 
. - Einbringen des TrSgers/der Matrix in eine pulsatile FluBkammer, in der er/sie steigenden RuBraten und/ oder 

Druck ausgesetzt werden kann, und 
35 - kontinuterfiches oder diskontinuierliches Erh&hen der FluBrate und/ oder des Drucks. 

10012] Mit dem erfindungsgem§6en Verfahren kdnnen funktionale lebende homologe Herzklappen bzw. homologe 
BlutgefSBe hergestellt werden, die auf Grund ihrer spezifischen bindegewebigen Struktur mit naturnahem K°«agen-. 
Elastin- und Glycosaminanfell zur Implantation beim menschlichen Patienten geelgnet sind. Das Verfahren soil Im fol- 

m~ genden naher erlSutert werden. „,»-,. u „ ^ ^., m( .n 

[0013] in der folgenden Beschreibung bedeutet der Terminus .Tr&ger. e.ne azelluiare Struktur, die wie imten 
genauer erlautert wird, entweder aus synthetischen Fasern odereinem azellularen BindegewebsgerustbestehL Der 
Begriff .Matrix, bezeichnet eine bindegewebige Struktur. die neben Rbroblasten und 
Bestandteile einer Extrazelluiarmatrix, nSmllch Kollagen, Elastin und Glycosamlnoglycane enthaiL Mit Matrix bezelch- 
nete Strukturen enthalten typischerweise keine Tragerbestandteile mehr. Die Ubergangsstadien zwischen TOger und 
Matrix werden durch die Doppelbezeichnung .Trager/Metrix. beschrieben. .Lebend. bedeutet ein vrtales Zellgewebe 
mit der Fahigke'rt zu Wachstum. Reparation und Bildung von Extrazellularmatrix-Proteinen. 

[0014] Zur DurchfOhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird zunachst ein biologisch abbaubarer TrSger 
bereitgestelrt. Das Tragermaterlal soil dabei elnerselts eine gewlsse Zeitiang stabil seln, urn eine ausrelchende Besled- 
lung bzw. Durchdringung mit Fibroblasten und/oder Myofibroblasten zu ermSglichen und die Au^ ctung einer bindte&e- 
webigen Matrix errelchen zu k6nnen, anderersetts Innerhalb einer vertretbaren Zelt, die Jedenfalls klelner IsL als die 
Zett, die die Bildung der homologen Klappenprothese bzw. BlutgefaBprothese in Anspruch nimmL insgesamt oder wert- 
gehend biologisch (hydrolytisch) abgebaut werden k6nnen. Es ist bevorzugt, daB der biologische Abbau nach ca. 8 
Tagenbeglnnt;ersolltelnderRegelnach4bls6Wochenabgeschlossensein. 

70015] Bei dem Tragermaterial handelt es sich bevorzugt urn eine aus Polymerfasem aufgebaute.Struktur. urn eine 
porose Polymerstruktur oder ein azelluiares blologlsches Gewebe. Belsplele fOr biologisch ebbaubare Tiflgeimateria- 
lien sind Polyglycolsaure (PGA), Polymilchsaure (PLA), Polyhydroxyalkanoat (PHA) und Poly-4-Hydroxytotyrat 
(P4HB) PHA und insbesondere PH4B haben den Vorteil. dass sie sich aufgrund ihrer Thermoplastizitat mittels Hrtze 
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formen und so z.B. in die Form einer HerzWappe bringen lassen. Die Polymere kdnnen sowohl rein als auch in 
Mischungen aus zwei oder mehreren der genannten Substanzen Oder Mischungen dleser Substanzen mit werteren 
biologisch abbaubaren Polymeren verwendet werden. In einer bevorzugten AusfOhrungsform wird em Misohpolymer 
aus 85% PGA und 15% PLA verwendet. In einer weiteren bevoizugten AusfOhningsform wlrd ein Mischpolymer aus ca. 
90% PGA und ca. 10% P4HB verwendet Dieses Mischpolymer 1st bel 60-70 "C formbar und ermflgllcht es daher. z.B. 
tubulftre Strokturen zu formen und zu verkleben oder Herzklappen vorzuformen. 

[0016] Ein Beispiel fOr eine mdgliche Herzklappenform tet in Abbildung 1a angegeben. Herzklappen weisen in der 
Regel elnen AuBendurchmesser von 1 2 bis 34 mm auf und die Klappensegel sind ca. 0,2 mm bis 2,0 mm dick. FOr R6h- 
ren schwanken die Innendurchmesser, ]e nach vorgesehener Verwendung des Implantats, zwlschen 2 und 34 mm. Die 
Wanddicke solcher R6hren Hegt bevorzugt bel 0,2 bis 2,0 mm. Ihre Lfinge betragt 10 bis 200 mm. Die Abbildungen 6 
und 7 zeigen eine Aufsicht auf und elnen Querschnitt durch einen tubuliren Triger. 

[00171 Es hat sich als sinnvoll erwiesen, Tr§ger mit einer Polymerdichte von ca. 40 bis 120 mg/cm zu verwenden. 
Unterhalb von 40 mg/cm 3 ist das Polymergewebe zu labil, Obertialb von 120 mg/cm 3 ist das Gewebe zu dicht urn das 
Elndringen von Rbroblasten lnnerhalb eines vertretbaren Zeltraums zuzulassen. In bevorzugten AusfOhrungsformen 
betragt die Dichte des biologisch abbaubaren Tragere 50 bis 80 mg/cm 3 , besonders bevorzugt 70 mg/cm . Von den 
Erfindern wurde mit guten Ergebnissen ein polymerer Trager der Fa. Albany International Research. Mensville, MA, 
USA, mit einer Dichte von ca. 70 mg/cm 3 verwendet Die Fasem des Tragere kdnnen einen Durchmesser von 6 bis 20 
urn haben bevorzugt 1 0 bis 1 8 um. Es sind jedoch auch Gewebe mit anderen Faserstarken denkbar, die jedoch emer- 
selts dem Trager eine gewlsse Stabilltflt vertelhen mOssen, andererselts die Besledelung und Durchdringung des Tra- 
20 gers mit Rbroblasten oder Myofibroblasten zulassen mOssen. Weitemin k6nnen porose (schwammartige) 
Polymerfoimen verwendet werden. Hier haben sich PorengrSBen von 80 - 240 pm als bevorzugt erwiesen. Die Poren 
konnen durch die sogenannte .Salt-teaching. Technik erzielt werden. die dem Fachmann bekannt ist. 
[001 8] Statt eines synthetischen Tragers, wte zuvor beschrieben, ist die Verwendung eines azellularen Bindege- 
websgerustes denkbar. So kfinnte belsplelswelse eine SchwelneWappe oder ein Schwelnegef&B chemisch azellulari- 
siert und damft in ein immunologisch neutrates Gewebe umgewandelt werden (Bader et al.. Eur. J.-Cardiothorac. Surg. 
14 279, 1 998), das anschlieBend mit homologen Zellen besiedelt werden k6nnte. 

[001 9] Idealerweise ist der biologisch abbaubare Trager in der Form der gewunschten Herzklappe bzw. als RShre 
voraeformt Der biologisch abbaubare Trager wirelzunachst mit einer Rbroblastenpopulation und spater mit einer Endo- 
thelzellpopulation inkublert. Bel Verwendung homologer Rbroblasten und/oder Myofibroblasten und Endothelzellen, d. 
h von Rbroblasten und/oder Myofibroblasten und Endothelzellen aus einem Menschen. aber nicht unbedingt dem Pati- 
enten sollte auf gleiche HtA-Typisierung geachtet werden. Idealerweise werden diese Zellpopulationen jedoch aus 
dem zukQnftigen Patienten gewonnen (=autologe Zellen). Die Zellpopulationen konnen Z.B. aus peripheren Blutgefa- 
Ben sowohl Arterien als auch Venen, gewonnen werden. Hierzu bietet sich insbesondere die Artena radiales des 
Unterarmes an, die wegen der arteriellen Doppelversorgung des Armes In den melsten Fallen zur schadlosen Explan- 
tation zurVerfOgung steht Alternate kdnnen GefaBzellen aus Blutgef&Ben des Beines, z.B. der Vena saphena, gewon- 
nen werden-MflgHch fet weiter die Gewinnung von Rbroblasten oder Myofibroblasten und Endothelzellen aus 
homologen und/oder autologen pluripotenten Stammzellen oder genetisch manipulierten Zellen. 
[0020J Die Zellen kflnnen beispielsweise aus Gef&Bfragmenten gewonnen werden, in dem die Gewebestuckchen 
zunachst wie in ZOnd et al. (Eur. J. Cardlothorac. Surg. 13, 160, 1998) beschrieben, In GewebebruchstOcke zerstOckelt 
und ca. 1 bis 2 Wochen unter normalen Zellkulturbedingungen (37°C, 5 C0 2 , 95 % tuftfeuchtigkeit) inkubiert werden, 
bis die Zellen auf dem Boden der Kulturschale eine konfluente Zellschicht bilden. AnschlieBend werden sie mehrfechen 
Passagen unterworfen, um eine von restlfehem Gewebematerial freie Zellkultur zu erhatten. Nach zwei bis drei Passa- 
gen k6nnen die gemischten Zellpopulationen separiert werden, in dem sie mit einem fOr Endothelzellen spezifischen 
Fluoreszenzmarker (DII-Ac-tDt, von Medical Technologies Inc., Stoughton, MA) Inkublert werden und mlttels Durch- 
fluBzytometrie (FACStar Plus, Becton Dickinson) getrennt werden. Fluoreszenzmarkierte Zellen sind hier Endothelzel- 
len, nicht markierte Zellen sind Rbroblasten und Myofibroblasten. Diese werden weltere zwei bis drei Wochen kultiviert 
und wShrend dieser Zeit zwei bis vier Passagen unterworfen, um eine ausreichende Anzahl an Zellen fflr die anschhe- 
Bende Besledelung des Tragers zu erhalten. Eine weitere etablierte Methode zur Separation von gemischten Zellpopu- 
lationen stent die Marklemng einer Zellsorte mit schwach magnetisch geladenen speztflschen Antikorpern dar 
50 (.immunomagnetic beads.). Aufgrund des hier entstehenden spezifischen Magnetismus erfolgt die Trennung z.B. der 
Endothelzellen von den Myofibroblasten. 

[0021 J In den so emaltenen Rbroblastenkutturen liegen Rbroblasten und Myofibroblasten gemischt vor. Das Ver- 
haitnrs beider Populationen schwankt Es ist bevorzugt, Kulturen zu verwenden, in denen der Fibroblastenanteil Ober- 
wlegt; besonders bevorzugt Ist ein Fibroblastenanteil von mehr als 75 %. Eine wie beschrieben gerelnlgte oder Jede 
andere reine Fibroblasten/Myofibroblastenkultur kann nunmehrzur Besiedelung des PolymertiBgers eingesetzt wer- 
den. Dazu werden pro Quadretzentlmeter des Tragers ca. 10 s bis 5 x 10 8 Rbroblasten und/oder Myofibroblasten, 
bevorzugt etwa 4 bis 5 x 10 6 , eingesetzt Unter .Oberfl&che. ist in diesem Fall nicht die tatsachliche Oberflache des 
| Polymere, sondern bei Herzklappen die bei Betrachtung des Tragers von oben in einer Ebene ertennbare Flache und 



25 



30 



; 40 



45 



55 



4 



/ 

I. 



10 



! '5 



\20 



]30 



40 



45 



50 



EP 1 077 072 A2 

bei GefaBen die nach Aufschneiden der R6h re n und Ausbrelten auf einer Ebene in dieser ** n *«*™!°™™^ 
oemeint Clblicherweise werden den Fibroblasten mindestens 60 bis 90 min Zeit gegeben, urn s.ch an den Trager anzu- 
C^nSiho das Qberstehende Medium entfernt werden und eln weiteres Mai Rbroblastensuspensjon 
zZtfw SToar Zeitraum zwischen der ersten und zweiten Zugabe von Rbroblastensuspens.on kann jedoch 

bis zu 24 Stunden fOr Herzkteppenprothasen und fOr GefaBprothesen betragen. 
[0022] Das bei der Inkubation verwendete Medium kann jedes handelsQWiche Ze "^ UTOed J m ^;S™S 
wbdDMEM verwendet dem wahlwelse 5 oder 10 % folates Kalberserum zugesetzt sein kdnnen. Zur Beschleumgung 

mulatlon der Blldung von ExtrazelluBrmatrix, insbesondere Kollagen, kann Vitamin C "VP*™*" ZT b2W 8te h 
[00231 In einer bevorzugten AusfOhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden dem Trager bzwstoh 
Each der enZaiigen R?roblastenzugabe allmahlich ausbildenden Matrix weitere 3 bis 14 mal. besonders bevor- 

zugt 5 bis 1 0 mal Fibroblasten und/oder Myofibroblasten zugefQgt nan . „ s „ c ~ 

r00241 Unter den Oblicherweise f Or das Zellwachstum von Rbroblasten veiwendeten Bed.ngungen (z B. 5 % 00* 
CbLon beT^ C ^eSs Medium) entwickelt slch nach ca. eln bis dm. Wochen eine sol.de blndagewebige Mur 
Nunmehr wird diese Struktur mit einer reinen Endotheizell-Suspension besiedett und -nkub^ert AiErtM »fcn»n. 
nen genauso wie die Rbroblasten dumb z.B. FACS angereichert und anschieBend in mehreren ^ssage „ bevoougt 
S) e^andiert werden. Auch fOr Endothefcel.en Mm bevorzugt, die Besiedeiung mit jewels <*. 1^5x10^^ 
zug^ bis 5 x 10*. Endothelze.len mehrfach zu wiedemolen, z.B. 3 bis 14 mal. In bevoaugten *f^SSZ^l 
dieBes.ede.ung mit Endothelzellen 5 bis 10 mai wiedernolt Zwischen zwe. M^^f m,ndeStenS 
60-90 min, bevorzugt jedoch 2 bis 24 Stunden fOr Herzklappenprothesen und fOr GefaBprothesen kegen 
[0025] Bei den zum Besiedeln des Tragers verwendeten Ze.len handett es sich bevorzugt urn humane Zrtan. 
Lenders bevorzugt M es jedoch, autoioge Rbroblasten und/oder Myofibrobteten 

Stammzelien zu verwenden. Dazu wird dem PatJenten. dessen Herzkieppe bzw. E£S2 
z.B. aus elnem seiner GefaBe entnommen. Wie oben berelts erwflhnt. bleten sich dazu die ^ l ^ a ?*£ 
Vena saphena an. Stammzelien k6nnen aus dem Knochenmark oder dinakt aus dem Blut gewonnen werten Dto 
wendun^ der autologen Zelten zur Konstruktion von Herzklappen oder GefaBen hat den «^^^J 
weder die Klappe noch ein GefaB nach Implantation in den Patienten kbrperfremdes Gewebe und ^ m « 
.mmunreaktionTn gegen d,e kOnstnche Herzkiappe oder das kOnstltohe GefaB so ^■^J^^ 4 
Tage nach Zugabe der Endothelzellen IfiBt sich histologic und Immunhtetochemlsch ^y^^^^S^ 
ein^efaB-analoges Gewebe m*^ 

g^en Grundstruktur nachweisen. Dieses Gewebe 1st jedoch zur Implantation^ *» ^ h Jf?" 
nur bedngt geeignet. da es auf Grund seiner zu schwachen mechanischen Bgenschaften den dort herrschenden Stro 
mungsverhalmissennicrrtgewachsenware. y.-i,..--..; h 7w 

[002? EmndungsgemSB wird nunmehr in einem wetteren Verfahrensschrttt die vorgebildete Herzklappen- bzw. 
Sanaloge Struktur in ein puisatiles System eingebracht. In dem sie steigenden RuBraten und/ ^ D ^ aUS Q 
gesetzt werden kann. Es wurde festgestellt, daB dumb eine langsame Adaptation der RuBraten und Drucke die Bildung 
einer strdmungsbestandigen Herzklappen- bzw. GefSB-analogen Struktur emeicht werden kann _ ■ 
[0027] Zum Durchfiihren des erfindungsgemaBen Verfahrens eignet s,ch ein B.oreaktor. 
mogllchst kompakt ausgebildet sein, urn in ObUchen Zellinkubatoren eingesetzt werden zu konnen Der BioreaWor 
JL eine RuB^mer aufweisen. in der im Fall der Hen.te.lung einer Herzkiappe einl JKSSS 
und/oder ein verzweigtes Schlauchsystam, in den tubuiare Trager bzw. Matnces befestgt werden ^" ne " n Der ^ meb 
zum Pumpen des FluSs durch die FluBkammer sollte dabei auBemalb der RuBkammer ^«D-^ 
dem verwendeten Biomaktor dumh eine der RuBkammer benachbarte Luftkammer erz.elt die durch ^e hoche^- 
sche Membran von der RuBkammer getrennt 1st Durch puleierendes Andern des Luftdrucks in der Luftkammer torn 
SE des Fluids durch die FluBkammer erzeugt werden. Anstel.e von Luft k6nnte auch erne Russigkertoderem 
anderes Gas in der Luftkammer aufgenommen sein. die dann allgemein auch ate Antriebsmediumkam mer bez tohnet 
werden kann. Dann mOBte dieses Gas oder das darin befindltehe Ruid jeweils pulsierenden tatt*q" ' "J 
worfen werden. Luft laBt sfch jedoch besonders leicht handhaben und hat sich daher als besonders gee.gnet fur das 

Betreiben des Bloreaktors erwiesen. . Am „ flk+ 

[0028] Aufgrund der Luftkammer kann der Antrieb zum Fordem des Fluids In der FluBkammer sen kompakt 
gestaiet werden und auch auBerhalb des Inkubators angeonlnet sein. Es laBt aich dadurch eine Trennung hert,elf Oh- 
?en zwischen dem Teil, der unmfttelbar auf die FluBkammer wirkt, und dem Tel. der die 

Luftkammer. bzw. Antriebsmediumkammer erzeugL So kann z. B. eine Resp,ratorpumpe auBemalb des ;ttMn 
angeordnet sein. die Ober elnen dOnnen Schlauch mtt der Luftkammer. bzw. Antriebs ^^SiSmlmml 
Dadurch liBt sich die Gestaftung des Bioreaktors und der Antrieb selbst den jewe.hgen Embauerfordemissen anpas 



[o e 029] Die fOr das erfindungsgem§Be Verfahren verwendete pulsatile FluBkammer 1st Bestandteil eines Bioreak- 
tors. Es versteht sich, daB sowohl der Bioreaktor als auch die ihn umfassende Anordnung ntoht nur Im erfindungs- 
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gemSBen Verfahren, sondern auch davon unabhangig verwendet werden k6nnten. 
[0030] Die folgenden Abblldungen und Belspiele erlautern die Erflndung: 

"Abbildung 1 a zelgt elnen aus elnem Polymer vorgebildeten Trager fOr elne Herzklappenprothese, der anacMe- 
Bend einer Besiedhing mit Rbroblasten/Myofibroblasten und Endothelzellen unterworfen wird. Abbildung 1 b zeigt 
den Trager/die Matrix nach Besiedelung und einer Woche Inkubation in der pulsatilen FluBkammer, Abb 1 c zeigt 
die glelche Klappenprothese nach 2 Wochen Inkubation in der FluBkammer. 

Abbildung 2 zeigt elnen Bloreaktor elnschOeBllch einer pulsatilen FluBkammer In Schnlttanslcht. 
Abbildung 3 zeigt den Gesamtaufbau. in den der Bioreaktor integriert "ist. 

Abbildung 4 zeigt elnen Gesamtaufbau mit integriertem parallel geschalteten Schlauchkreislaufsystem zum Her- 
stellen von Gef&Bprothesen. 

Abbildung 5 zeigt parallel geschaltete Schlauchkre'islaufsysteme, wobei in elnem der Schl&uche ein gefaBf5rmiger 
Trager/Matrix eingenaht ist Der Fluidstrom veriauft vom oberen (Naht-nahem) Y-Konnektor zum unteren. 

Abbildung 6 zelgt elnen auf elnen Zynnder autgesteckten geffiBfOrmigen Trager vor der Besledlung mit Zellen. 

Abbildung 7 stellt einen Querschnrtt durch den in Abbildung 6 gezeigten Trager dar. In Abb. 2 ist ein Bioreaktor 1 in 
einer Schnittansicht dargestellL Der Bioreaktor 1st urn die in der Abb. 2 dargestettte vertikale Symmetrieachse im 
wesentlichen rotationssymmetrisch. Es handett sich bei dem Bioreaktor urn einen sogenannten Kompaktbioreak- 
tor • In einer bevorzugten Ausf Ohrungstorm betragt der AuBendurchmesser in radlaler Richtung ca. 15,5 cm una die 
H6he ca. 16.8 cm. Abwechungen sowohl in der Hfihe als auch des radialen AuBendurchmessers kdnnen vorge- 
nommen werden. Der Betrieb kann In Standard-Zellinkubatoren erfolgen. 

~ro031l Der Bioreaktor 1 verfQgt Dber ein Gehause 2, mit zwei Kammem 3 und 4, die durch einen Membran 5 von- 
elnander getrennt slnd. Die untere Kammer 3 blldet elne Luftkammer und die obere Kammer 4 elne FluBkammer die 
in zwei Telle unterteirt ist. wobei ein Tell durch einen Fluidkammerabschnitt 6 und der andere Tell durch einen Ventilper- 
fusionskammerabschnitt 7 gebildet wird. Der Ruidkammerabschnitt 6 und der Ventilpertusionskammerabschnrtt 7 s.nd 
QbereinenDurchgang8miteinanderverbunden. 

[0032] Die Kammern kommunizieren mit der Umgebung Ober AnschlOsse 9. 10 und 11, wobei AnschluB 9 in de. 
Kammer 3. AnschluB 10 In den Fluidkammerabschnitt 6 der FluBkammer 4 und AnschluB 11 in den Venfllperfuslons- 
kammerabschnitt 7 der FluBkammer 4 mOndet Die AnschlOsse 9. 1 0 und 1 1 sind Jewells als Qber das Gehause vorste- 
hende Rohrstutzen ausgebildet, auf die Schlfiuche Oder Leitungen in bekannter Weise aufsteckbar sind. _ 
[0033] Das Gehause 1st drerteilig ausgebildet, mit einem unteren Gehauseteil 12, elnem mittleren Gehauseteil 13 
und elnem oberen Gehauseteil 14. Das untere Gehauseteil 12 ist im wesentlichen schalenf6rmig mit einem Bpden 1 15 
und einer Im wesentlichen rlngfOrmlg veriaufenden Wand 16. Die der Wand 16 abgewandte Selte des Bodens blldet 
glelchzeitig die AuflageliachefQrden Bioreaktor, mit dererz. B. auf einem Tisch aufgesetzt werden kann. Der AnschluB 
9 erstreckt sich im wesentlichen radial aus der Wand 16 heraus. Die Wand 16 weist elne Flanschflache 17 auf, in der 
sich in Axlalrichtung erstreckende Gewindebohrungen 18 eingelassen sind. Um ein Beobachten der VorgSnge. im 
Innem der Kammer 3 zu erieichtern. ist das untere Gehauseteil aus durchstehtigem Material, z. B. Plexiglas (Polyme- 
thylmethacrylat, PMMA), hergestellt 

[0034] Das m'rttlere Gehauseteil 13 ist ebenfalls im wesentlichen rotationssymmetrisch um die Symmetneachse 
des Bioreaktors und verfugt Ober eine im wesentlichen zylindrische Wand 19. an die sich ein Deckelabschnitt 20 
anschlieBt, sowie Ober einen Flansch 21 auf der dem Deckelabschnitt 20 abgewandten Serte der Wand 1 9. Der Flansch 
21 ist im wesentlichen ringformig mit einer der Flanschflache 17 zugewandten Flanschflache 22, d.e sch radial 
erstreckt Im Flansch 21 slnd zudem Durchgangsbohrungen 23 vorgesehen, denen Jewells fluchtend elne der Gewin- 
so debohrungen 18 zugeordnet ist Die Durchgangsbohrungen 23 und Gewindebohrungen 18 sind glechmaBig am 
Umfang verteilt, wobei die bevorzugte AusfOhrungsform Ober neun Gewindebohrungen 18 mit zugehflrigen Durch- 
gangsbohrungen 23 verfOgt ^ ', ^ _ 
[0035] Zwischen den beiden RanschflSchen 1 7 und 22 bef indet sich die Membran 5. Durch die Membran 5 werden 
die beiden Kammem 3 und 4 voneinander getrennt. Die Membran besteht aus hochelastischem Sillkon, das In der Art 
55 eines Trommelfells zwischen die Flanschfiachen 1 7 und 22 gespannt ist Die Membran weist eine Dicke von ca. 0,5 mm 
auf und kann dabel so ausgebildet seln, daB im montlerten Zustand Ihr AuBendurchmesser Im wesentlichen dem 
AuBendurchmesser des unteren und des mittJeren Gehauseteils entspricht Dann muB die Membran mtt Off nungen im 
Bereich der Durchgangsbohrungen 23 vereehen sein. Um die Membran 5 test zwischen den Flanschfiachen 1 7 und 22 
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einzuspannen, werden durch die Durchgangsbohrungen 23 Schrauben 24 aus rostfreiem Stahl in die Gewindebohrun- 
gen 18 eingeschraubt, die sich auch durch die 6ffnungen der Membran hindurch erstrecken. Durch die Schrauben 24 
werden die Flanschfiachen 22 und 1 7 gegeneinander gedrOckt um dadurch die Membran test einzuspannen und erne 
optimale Dichthert zu erzielen. 

5 [0036] Wahrend des Betriebs des Bioreaktors schwingt die Membran in Axialrichtung. Um die Belastung der Mem- 
bran am Obergang von der Flanschfiache 17 und 22 zu den zugeordneten Wanden 16 und 19 zu verringern, sind dort 
jeweils umlaufende Phasen 26 und 26 vorgesehen. 

[0037] Der Ruidkammerabschnitt 6 wird somit nach unten durch die Membran 5 und nach oben durch den Decxei- 
abschnitt 20 begrenzt Um die Reaktionen in dem Fluidkammerabschnitt 6 vlsuell Oberwachen zu k&nnen, besteht das 
w m'rttlere Gehauseteil wie auch das untere Gehauseteil aus durchsichtigem Material, z. B. Plexiglas. 

[0038] An das mittlere Gehauseteil 13 schlieBt sich das obere Gehauseteil 14 an. Dieses ist im wesentlichen glok- 
kenformig und Ober eine Flanschverbindung mit dem mittleren Gehauseteil verbunden. FQr diese Flanschverbindung 
verfQgt das mittlere Gehauseteil 13 in seinem Deckelabschnitt Qber sechs Gewindebohrungen 27, die sich in Axialnch- 
tung erstrecken und glelchmftBIg am Umfang verteilt sind. Die Gewindebohrungen 27 sind dabel In einer radial veriau- 
fenden Flanschfiache 28 angeordnet, die eine umlaufende Nut 29 zur Aufnahme eines Dichtelements aufweist Ein 
solches Dichtelement kann z. B. ein O-Ring sein. Die Nut 29 ist gegenOber den Gewindebohrungen 27 radial nach 

innen versetzt. . 
[0039] Das obere Gehauseteil 14 verfugt Ober einen Flanschring 30 mit Durchgangsbohrungen 31 und einer der 
Flanschfiache 28 zugewandten Flanschfiache 32. Das obere Gehauseteil 14 stent mlt seiner Flanschfiache 32 auf der 
Flanschfiache 28 auf und 1st Qber Schrauben 33 aus rostfreiem Stahl, die durch die Durchgangsbohrungen 31 gesteckt 
und in die Gewindebohrungen 27 jeweils eingeschraubt werden, mrt dem mittleren GehauseteiM 3 fest verbunden. Das 
Dichtelement wird dabei von der Flanschfiache 32 in die Nut 29 gedruckt und dichtet den Ventilperfusionskammerab- 
schnltt 7 zur Umgebung hin ab. Der AnschiuB 1 1 ist in der Sprtze des oberen Gehauseteils 1 4 angeordnet. Analog der 
beiden anderen Gehauseteile 12 und 13 besteht das obere Gehauseteil 14 aus durchsichtigem Material z. B. Plexiglas. 
[0040] Wie bereits eingangs erw&hnt, sind der Ruidkammerabschnitt 6 und der Ventilperf usionskammerabschnrtt 
7 Qber einen Durchgang 8 miteinander verbunden. Dieser Durchgang 8 wird durch eine Durchgangsbohrung 34 im 
Deckelabschnitt 20 des mittleren Gehauseteils 13 gebildet In diese Durchgangsbohrung 34, die sich axial erstreckt, ist 
ein Rohr 35 eingeschoben, das sich Qber den Deckelabschnitt 20 hinaus erstreckt Auf den Rohrabschnitt des Rohrs 
35 der sich Ober den Deckelabschnitt 20 des mittleren Gehauseteils 13 hinaus erstreckt, 1st ein Rohr 36 auf gesteckt 
30 Dieses Rohr ist abnehmbar. Am AuBendurchmesser des Rohrs ist eine ringfSrmige Stufe 37 vorgesehen. Durch die 
Gestaltung des Rohrs 36 und der Stufe 37 ist es m6glfeh, Ventile auf das Rohr 36 aufzustecken. Auch ist es mdglich, 
in das Rohr 36 Ventile oder Rlter einzustecken, da das Rohr 35 einen kleineren Innendurchmesser als das Rohr 36 auf- 
weist Oder dadurch die Stirnseite des Rohrs 35 eine Anlageflache fOr einen Rlter oder dergleichen bitden kann. Fur die 
erfindungsgem&Be Herstellung von homologen Herzklappen Ist das Ventil ein nlcht naher dargestelltes 2-segeilges 
35 oder 3-segeliges Klappenventil, das dem oben beschriebenen Trager, bzw. der Matrix entspricht, und als ROckschlag- 
ventil arbeitet, um einen Fluidstrom nur von dem Fluidkammerabschnitt zu dem Ventilperfusionskammerabschnitt zu 
ermdglichen Das Klappenkonstrukt des Klappenventils ist auf einen Ring eingenaht Zum Befestigen des Klappenven- 
tils am Rohr 36 wird der Ring auf das Rohr 36 gesteckt und durch ReibschluB gehalten. Sowohl das Rohr 36 als auch 
der Ring bestehen bevorzugt aus Silikon, die Verwendung anderer Materiallen Ist jedoch nlcht ausgeschlossen. 
40 [0041] An der Unterseite des Deckelabschnitts ist eine ringfdrmige Vertiefung 38 vorgesehen, die konzentrisch 
zum Rohr 35 verlauft und in die das Rohr 35 mQndet Diese Vertiefung 38 kann z. B. als Aufnahme fur Filtenmaterialien 
oder dergleichen dienen. . 
[0042] Im we'iteren wird eine Bioreaktoranordnung mit dem oben beschriebenen Bioreaktor 1 beschneben. Zum 
Betreiben des Bioreaktors ist eine Respiratorpumpe 39 vorgesehen, die Ober einen Schlauch 40 und den AnschiuB 9 
45 mrt der Kammer 3 verbunden ist Die Respiratorpumpe erzeugt einstellbare Druckimpulse, durch die der Druck der 
Kammer periodisch erti6ht werden kann. Die Respiratorpumpe ist eine gesteuerte Zweiphasen-Respiratorpumpe, die 
als Luftpumpe funktioniert. Mrt der Purnpe kann das Pumpvolumen und die Pumpfrequenz eingestellt werden, wobei 
der FluB in einem Bereich von 50 ml pro Minute bis 5000 ml pro Minute liegt, und der Systemdruck zwischen 20 und 
240 mmHg varfleren kann. • . 

so [0043] Ein Reservoir 41 ist Ober Schlauche 42 und 43 jeweils mrt den Anschlussen 1 1 und 1 0 verbunden. Durch 
die Schlauche 42 und 43 und das Reservoir 41 entsteht ein Krelslauf, wobei Fluid aus den Ventilperfuslonskammerab- 
schnitt 7 Ober den AnschiuB 1 1 . den Schlauch 42 in das Reservoir 41 und von dort aus Ober den Schlauch 43 und den 
AnschiuB 10 in den Fluidkammerabschnitt 6 gefordert werden kann. Die Schlauche 42 und 43 sind bevorzugt Silikon- 
schlauche 

55 [0044] In einer weiteren Ausfuhrungsfbrm wird das Schlauchsystem 42, welches der Perfusionskammer 1 nachge- 
schaltet ist, und durch welches das Nahrmedlum zum Reservoir 41 zurOckflieBt, Ober Y-Konnektoren 45 auf 2, 4, oder 
mehr parallelgeschattete Schlauchkreislaufsysteme 46 erweitert. Um einen gerichteten pulsatilen Ruidstrom durch die- 
ses System zu ermdglichen, wird in den Ventilperfusionskammerabschnitt 7 ein synthetisches ROckschlagventil 47 
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Installiert. In jedes der parallelgeschalteten Schlauchkreislaufsysteme kann ein mit Zellen besiedeftes rohrenfdrmiges 
Polymer als Trager/ Matrix 48 eingebracht werden (siehe Abb. 4). Hierbei wird der besiedelte gefaBfdrmige Trager/ die 
Matrix 48 unter sterilen Bedingungen, z.B. mittels elner Naht 49 oder einer anderen Verbindungseinrichtung an dem 
proximalen Schlauchende 50 so angeschlossen, dass das Nahrmedium durch das Lumen des Schlauchendes 50 in 
den gefaBformlgen besledelten Trager/dle Matrix 48 stromt und dlesen/ diese pulsatll durchstromt Umgeben wird der 
an das Schlauchsystem 42/46 angeschlossene Trager/ die Matrix 48 von einem weiteren Schlauch 51, der in seinen 
Dimensionen (innerer Durchmesser) so gewahtt 1st, dass er Jewells Ober die Schlauchenden 50 gestGlpt werden kann 
und eine dichte UmschlieBung bildet In diesem Schlauchsystem werden die besiedelten Trager/ Matrices 48, welche 
verschiedene Durchmesser aufweisen kdnnen, verschiedenen pulsatilen FIQssen und systemischen DrOcken ausge- 
setzt Sowohl des Schlauchkrelslaufsystem 46 als auch der weitere Schlauch 51 bestehen ebenfalls bevorzugt aus SM- 
kon. Ersatzweise kSnnen sterilisierte Schlauchmaterialien mit gleichwertiger Flexlbilttfit und Haltbarkeit verwendet 
werden. 

[0045] Der Bioreaktor 1 und das Reservoir 41 mit den Schlauchen 42 und 43 befinden sich in einem standardisier- 
ten Inkubator 44, in dem bevorzugt Bedingungen yon 37°C und 5% C0 2 gegeben sind. 
[0046] Nachfolgend wird die Wirkungs- und Funktionsweise des Bioreaktors n§her erlautert: 
[0047] Ober die Respiratorpumpe 39 werden Druckimpulse in die Kammer 3 geleitet. Aufgrund dieser Druckim- 
pulse dehnt sich die Membran 5 aus, wobei sie sich in der Darstellung in Abb. 2 mit jedem Druckimpuls nach oben wolbt 
und dabei auch zu einem Druckanstieg in dem Ruidkammerabschnitt 6 der FluBkammer 4 fuhrt. Dieser Druckanstieg 
wird In den Durchgang 8 weltergeleltet und 6ffnet dadurch das nicht naher dargestellte Klappenventil am (Sillkon-)Rohr 
36 Auf diese Weise wird das im Ruidkammerabschnitt 6 vorhandene Fluid in den Ventilperfusionskammerabschnitt 7 
gefdrdert. Aus den Ventilperfusionskammerabschnitt 7 wird Fluid dann in Pulswellen Ober den AnschluB 1 1 und den 
Schlauch 42 unmittelbar oder Ober das Schlauchkreislaufsystem 46 in das Reservoir 41 gefdrdert. Von dort aus kann 
es Ober den Schlauch 43 in den Ruidkammerabschnitt 6 zuruckgefordert werden. Bei abfallendem Druck in der Kam- 
mer 3 wird die Membran 5 wleder aufgrund ihrer Elgenspannung in Ihre Ausgangsstellung rOckOberfOhrt, in welcher sie 
sich im wesentlichen radial erstreckt Durch den Druckabfall erfolgt auch in dem Ruidkammerabschnitt 6 em Druckab- 
fall, der wiederum zu einem SchlieBen des als Klappenventils ausgebildeten Ventils fOhrt. Der Druckabfall pflanzt sich 
bis zum Schlauchkreislaufsystem 46 fort . 
[0048] Durch den pulsierenden Druckanstieg in der Kammer bzw. im Schlauchkreislaufsystem kann somit em 
Kreislauf erzeugt werden, der im wesentlichen die physiologischen FluBbedingungen im Herzen simullert Mit dem neu- 
artigen Bioreaktor wird eine hohe Dichtigkeit des Fluidkammerabschnitts 6 und des Ventilperfusionskarnmerabschnitts 
7 erreicht Aufgrund des dadurch mdglichen Schutzes vor Infektionen konnen lange Kuttivierzerten ermSglicht werden. 
Durch den Antrieb mit Luft Ober die Kammer 3, die durch die Membran 5 hermetisch von der Ruidkammer 6 getrennt 
ist, lassen sich die Probleme von Hrtzeentwicklungen innerhaJb des Inkubators 44 vermeiden, da der eigentlche Pump- 
motor (Respiratorpumpe) sich auBerhalb des Zellinkubators befindet. 

[0049] Dadergesamte Bioreaktor transparent ist, kann man die Klappenkonstruktion permanent einsehen und das 
Offnen und SchneBen der Klappen kontrollieren. We'iterhin kann man an der Farbung der Nahrflussigkert pH-Venande- 
rungen erkennen. Das Reservoir mit dem Fluid kann durch sterile Konnektoren an die Schlauche angeschlossen wer- 
den. Dadurch laBt sich ein sicherer Fluidwechsel ermoglichen. 

[0050] Aufgrund der elnfechen Konstruktion des Bioreaktors kann ein Austausch der Ventile bzw. der Herzklappen 
auf einfeche Weise durchgefOhrt werden. Dazu mOssen nur die Schrauben 33 geldst und das obere Gehauseteil 14 
abgenommen werden. Das Ventil bzw. die Herzkiappe kann dann ausgetauscht werden und anschlieBend kann das 
obere Gehauseteil 14 durch die Schrauben 33 wieder am mittieren Gehauseteil befestigt werden. 
[0051] Ebenso kdnnen GefaBprothesen leicht aus dem Schlauchkreislaufsystem 46 entnommen werden. Dazu 
wird bei abgeschalteter Pumpe 39 der auBere Schlauch 51 entfernt die proximale Anastomose (Naht) 49 steril aufge- 
trennt und die GefaBprothese steril entnommen. 

[0052] In einer AusfOhrungsform der Erfindung werden FluBraten zwischen 50 ml/min und 5000 ml/mm, bevorzugt 
50 mi/min bis 2000 ml/min verwendet. Die Angaben beziehen sich auf den FluB durch die Klappenprothese bzw. 
GefaBprothese. Als anfangliche FluBrate haben sich minimale FluBraten von 50 bis 1 00 ml/min als geeignet erwiesen. 
Diese FluBraten werden z.B. mit elner Pulsf requenz von 5 bis 20 Pulsen pro Minute, bevorzugt 5-10 Pulsen/mln, durch 
die Prothese geschickt. Die FluBrate wird anschlieBend kontinuieriich oder diskorrtinuieriich auf bis zu 5000 ml/min 
gesteigert. Glelchzeltlg wird die Pulsf requenz auf bis zu 180 Pulse/rnin angehoben. Bei den angegebenen Daten han- 
delt es sich urn die Grenzwerte, die normalerweise nicht Oberschritten werden. 

[0053] In bevorzugten Ausf Ohrungsformen wird die FluBrate bis auf 2000 mUmin gesteigert, wahrend die Pulsfre- 
quenz auf 60 bis 100, bevorzugt 80 Puise/mln angehoben wird. Die Belastung der sich stabilisierenden Herzkiappe 
bzw. der GefaBprothese wird damit nahezu physiologischen Vemaltnissen angepaBt Es hat sich als gQnstig, aber nicht 
notwendig erwiesen, die RuBrate und die Pulsfrequenz Jeweils nach ca. 24 bis 48 Stunden zu stelgern. So kann bel- 
spielsweise, ausgehend von einer RuBrate von 50 bis 100 ml/min und einer Pulsrate von 5 bis 10 Pulsen/min am Tag 
1 des Aufenthaftes in der pulsatilen FluBkammer bzw. des Schlauch kreislaufsystems 46, am Tag 3 eine ErhShung auf 
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300 ml/min bei 20 bis 25 Pulsen/min, am Tag 5 auf 700 ml/min und 35 bis 45 Pulsen/mm. am Tag 7 airf 1000 ml/m.n 
Z 50 ^60 PuLn/min, am Tag 9 auf 1300 ml/min und 70 bis 80 Pulsen/min. am TaglT au 1500 <^<j£~"! 
Puteen/Sn am Tag 13 auf 1750 ml/min und ca. 120 Pulsen/min und am Tag 15 auf 2000 ml/m.n und 14 NmM 
vomeseJen Wtden Je nach zur VerfOgung stehender Zeit, GrtJBe der Klappe, bzw. Dutchmesser und Lange der 
SSSSSLT^uSL des Patlenten etc, kann Jedoch elne sehr vie. langsamere Stelgerung der FluBraten 
tSSSSSkS^ Oder die Steigerung auf h6here FluBraten und Pulsfreouenzen sinnvoll sain. Gute Erfahrungen 
wurden mltfolgenden Steigerungschemata gemacht 



| Zettraum 








RuBrate ml/min 


PulsAnln 


Systemlsc 
mm 


her Druck 
Hg 




Bereich 


bevorzugt 


Bereich 


bevorzugt 


Bereich 


bevorzugt 


Tag 1 und 2 


30-100 


50 


5-20 


10 


10-30 


20 


Tag 3 und 4 


70-150 


100 


5-20 


10 


10-30 


20 


Tag 5 und 6 


200 - 400 


300 


15-35 


25 


20-40 


30 


Tag 7 und 8 


500 - 900 


700 


25-50 


35 


20-60 


40 


Tag 9 und 10 


800-1500 


1000 


40-80 


60 


20-100 


60 


Tag 11 und 12 


1000-2000 


1000-2000 


50-120 


60-80 


20-120 


80 


Tag 13 und 14 


1000-5000 


1000-2000 


50-180 


60-80 


20 - 240 


_ 120 



30 



40 



45 



Zettraum 


Gefissprothesen 






RuBrate rrtl/min 


Puls/mln 


Systemlsc 
mm 


her DrucK 
Hg 




Bereich 


bevorzugt 


Bereich 


bevorzugt 


Bereich 


bevorzugt 


Tag 1 und 2 


30-100 


50 


5-20 


10 


10-30 


20 


Tag 3 und 4 


70-150 


100 


5-20 


10 


10-30 


20 


Tag 5 und 6 


150-250 


200 


10-30 


20 


20-40 


30 


Tag 7 und 8 


200 - 400 


300 


20 - 40 


30 


20-60 


40 


Tag 9 und 10 


300 - 500 


400 


30-50 


40 


20-100 


60 


Tag 11 und 12 


400 - 600 


500 


35-120 


50-60 


20-120 


80 


Tag 13 und 14 


800 - 1500 


1000 


40-180 


60-80 


20 - 240 


120 



[00541 in einer AusfOhrungsform der Erfindung wlrd der In der pulsatilen FluBkammer herrschende ^temlschen 
50 E5 auf 10 bis 240 mmHg eingestelft. Bevorzugt ist ein systemischer Druck von 60 bis 1 40. besonders bevorzugt von 

SoSsV 20 oiTStels des emndungsgemaBen Verfahrens hergesteliten homo.ogen bzw. autologen *n*mmw* 
GeffiflDrothesen weisen gegenOberden herkommlichen mechanischen und biologischen Herzklappen und GefaBpro- 
theS weSche Vonelie auf. So bestehen sle In Ihrer. bevorzugten AusfOhrungsform aus autologem Gewebe. d.h. 
ss ISSZZZSSSZ** anstehenden Patienten. und vermeiden dadurch jede 

tatemofflnqets Die Infektlonsgefahr bel Empfftngem autologer Herzklappen unterscheldet slch nicht von der elnes 

jSfikationen. Der bei weitem Oberzeugendste Vorteil der erfindungsgemaBen Herzklappen und der GefaBprothese* ,st 
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iedoch dieTatsache, daB sie lebendes Gewebe darstellen und daher nach lmplantat.cn be. Wachstum ^ Emp«ngers 
mttwachsen Diese Vorteil tot insbesondere bei Herzklappen fOr kindliche EmpfSnger von groBer Bedeutung. Das 
""eiigemaBe Herzklappe zur Klappe der Wah. bei Kindern und jugendlichen Patenter,, deren Hej 6.di 
Scklungsbedinrnoch vergroBert. Die lebende Herzidappe wachst entsprechend mrt so daB auch be. Vemndemn- 
gendesHerzenskelneDysproporttonen(z.B.Ve re ngungen)zwischenKiappeundHe re auftreten. 

~rao561 Die erfindungsgem&Ben Heizklappen und Gef&Bprothesen enthalten eine bindegeweb.ge .nne re Struktur, 
£e neben Fibrobiien Z Myofibroblasten im wesentlichen Bestandtei.e einer norrnalen *J 
S Koiiagen. Eiastin und Giycosamlnoglykane enthalt im Gegensatz zu frOheren Ve^chen durch ££££ 
ring z B Herzklappengewebe herzustellen. welsen die erfindungsgem&Ben Klappen elnen der ^nafiven Klappe bzw 
dem native" Klappensege. entsprechenden Anteil an Koiiagen (43 - 55 %), Eiastin (11-13%) und Ghrcosam.noglycan 

?00571 Es konnte gezeigt werden, daB die erfindungsgem&Ben Herzklappen FluBraten von mehr als 300C > ml/min 
intsprechend den in einem erwachsenen Humanherzen herrschenden F.uBvemaltnissen.^ f-<>^ 
emndungsgemaB erstmals elne autologe Herzklappe zur VerfOgung gesteltt werden, die bedlngungslos zur Implanta- 
tion in kindliche wie auch erwachsene Patienten geeignet 1st. 

BeispieU: Herstellung von Tragern 

[0058] Zum Herstellen des herzklappentormlgen Tragers wird eln ^^^^^ - 0^*'*'^^'^^^^^^^^^^^^^J^*?^^^^'^|^^^^J^^^|^|^^~ 
durchmesser: 12 - 15 jun. Polymerdichte: 70 mg/ml. Albany Internal Research. Mansfield MA USA.) veavende 
Oas Polymer wird in der Art Zugeschnttten, daB es eine R6hre mft 19 mm Durchmesser b idet In d.esen Condu t we 
den 3 dreieckige Segel eingenSht. Dieser Trager kann zum Herstellen von 3-segel.gen Klappen. d. h. Pulmonal- Aor- 
ten- und Tricuspidalkiappen verwendet werden. FOr Mitralklappen werden 2 Segel eingen&ht. „ hnnlumer 
0059? Zum HerstSn elnes gefaBformlgen Tragers (innerer Durchmesser z.B. 0.5 cm) wird e'" M'schpolvmer eus 
PGA 90% und P4HB 10 % verwendet Das Polymer wird urn einen Zylinder (Durchmesser 0.5 cm) gewskett und mrt 
™ c£££^£n« 0, cm unter Action von Hitza (BO-TOOQ ve—st dje Wah ve^ 
den dicker Zylinder kOnnen gefaBf6rmige Trager mit verschiedenen Innendurchmessern auf diese We.se hergestellt 
werden. 

Beispiel 2: Herstellung elner drelsegeligen Herzklappenprothese 
[0060] EindreisegeligerTragerwirds^^^^ 

den e ngelegj urn dfe Polymeroberflache einzuwefchen. Daraufhin wird der WappenfOrm.ge TOger pro O^en.- 
n^er OberSche mlt 4 Mio FlbroWasten alle 90 Mlnuten Insgesamt 6 mal besledelt. Welterhln wird der besledelte 
TriJr ffi Tw^eTinkubiert (5 % CO,. 37 • C. 95 % Luftfeuchtigkeit). Das Medium wird alle 4 Tage unter stenlen 
IXglen g^ auf den besiedeHen ktappenf6rmigen Tttge, *£*r 

SsTmL Endothelzellen pro QuadratzertimeterOberflache, 6 Be^edlungan ^^SSiS!SS£ 
Wochen wird das entstandene Gewebe in die FluBkammer der Bioreaktors unter stenlen ^' e " e,n 9*^ n U "* £ 
mtoelsdesSllikonringesinDurchfluBposttton^^ 
Zellinkubator gesteltt. Nachdem uber den Druckluftschlauch die Konnekfon zur 

Pumpe hergestellt wurde. wird mit minimalen pulsatilen FlOssen begonnen (50 ml/m.^ In ? Tag^ntten w^ d, e 
FluBrate und Pulsrate gesteigert auf 100 ml/min (Puis 10). 300 ml (Puis 25). 700 ml (Puis 35). 1000 ml (Puis 60) fur 
rrlsg^lterTrag^ AnschlieBend (nach 14 Tagen) wird das nun gebildete Gewebe unter stenlen Bed.ngungen 
entnommen und zur biochemlschen, histologlschen und mechanlschen Analyse asserviert. 

j'^Belsplel 3: Herstellung elner GefeBprothese 

j [0061] FOr die Herstellung eines kleinkalibrigen GefaBes (z.B. als Ersatz fur die Halsschla ^^nM* 
durchmesser von 0.5 cm werden 4 gefaBfOrmige Trflger (Uinge 4 cm. '""^I^^ 

h in Standard Medium (DM EM, Gibco BRL-UfeTechnologies) eingelegt, urn die P^^"^"^™^ 
aufhln wird Jeder gefftBformige Trager pro Quadrctzentimeter Oberflfiche mft 4 - 5 ^y*«e f 
und Myoblasten) alle 90 Minuten insgesamt 6 mal besiedelt Dann werden d.e besradelten Tr&ger fOr 2 Wochenjn 
einemCdard ZelHnkubator inkubfert Das Nahrmedium wird alle 4 Tage unter sterilen I ^W"!™^ 
AnschlieBend werden EndothelzeHen auf die Innenseiten der besledelten gefaBfOrm.gen 

Endothelzellen pro QuadratzentirneterOberfl&che. 6 Besiedlungen alle 90 M.nuten). Nach weiteren4 ■ ^Ta^rten 
die entstandenen mhrenformlgen Gewebe unter sterilen Kautelen in das Sch.auchsystem d<* 
und in Durchflussposttion installiert. In 48-Stunden Schritten werden die Russrate und d.e Pulsrate 9^e.gert von .nrt.al 
50 mlmin Puis 10 auf 100 ml/min Puis 60 (100 ml/ Puis 10; 200 ml/ Pub 20; 300 ml/ Pub 30; 400 ml/ Puis 40; 500 ml/ 
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f Puis 50; 1000 ml/ Puis 60). Anschliessend wird nach insgesamt 14 Tagen das neu gebildete Gewebe entnommen und 
zur biochemischen, feingeweblichen und mechanischen Untersuchung asserviert. 

PatentansprQche 

5 

1. In vitro -Verfahren zum Herstellen einer homologen Herzklappen- oder GefaBprothese, umfassend die folgenden 
SchrHte: 

Bereltstellen elnes biologlsch abbaubaren Tragers, 
10 - Besiedeln des Tragers mit homologen Rbroblasten und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung einer bindegewe- 
bigen Matrix, 

- Besiedeln des Tragers/der Matrix mit Endothelzellen 

- Einbringen des Tragers/der Matrix in eine pulsatile FluBkammer, in der er/sie steigenden FluBraten und/ oder 
Druck ausgesetzt werden kann, und 

is - kontinuieriiches oder diskontinuie riches Erhdhen der FluBrate und/ oder des Drucks. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der biologisch abbaubare Trager eine biologisch abbau- 
bare Polymermatrix oder eine azellulare biologische Matrix ist 

20 3. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager eine Potyglycolsaure 
(PGA), Polymilchsaure (PLA), Poryhydroxyalkanoat (PHA), Poly-4-Hydroxybutyrat (P4HB) oder eine Mischung aus 
zwei oder mehreren dieser Polymere umfaBt. 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der biologisch abbaubare Trager in 
25 Form einer Herzktappe vorgebildet ist 

5. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der biologische abbaubare Trager in 
Form eines Blutgef aBes vorgebildet ist 

30 6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager eine Polymerdichte von 40 
bis 1 20 mg/cm 3 , bevorzugt 50 bis 80 mg/cm 3 aufweist 

7. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Traiger ein poroses Polymer mit 
einer Porengr&Be von 80 bis 240 um 1st 

35 

8. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Fasem des Tragers einen Durch- 
messer von 6 bis 20 um, bevorzugt 1 0 bis 1 8 um aufweisen. 

9. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager ein BindegewebsgerGst 
40 einer Tier-Herzklappe ist. 

10. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, das der Trager ein BindegewebsgerGst 
eines Tier-GefSBes ist 

45 11. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Schritt des Besiedelns mit Rbro- 
blasten und/oder Myofibroblasten 3 bis 14 mal, bevorzugt 5 bis 10 mal wiederholt wird. 

12. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB pro Quadratzentimeter Trager/Matrix 
und Besiedelungsschritt ca. 10 5 bis 5 x 10 8 , bevorzugt 4-5 x 10 6 Rbroblasten und/oder Myofibroblasten eingesetzt 

so werden. 

13. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB der Schritt des Besiedelns mit Endo- 
thelzellen 3 bis 1 4 mal, bevorzugt 5 bis 1 0 mal wiederholt wird. 

55 14. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daB pro Quadratzentimeter Trager/Matrix 
und Besiedelungsschritt ca. 10 5 bis 5 x 10 8 , bevorzugt 4-5 x 10 6 Endothelzellen eingesetzt werden. 

15. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Rbroblasten und/oder Myofibro- 
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blasten und/oder Endothelzellen humane Zellen sind. 

16. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Fibrobiasten und/oder Myofibro- 
biasten und/oder Endothelzellen autologe Zellen sind. 

17. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB in der pulsatilen FluBkammer RuB- 
raten von 50 ml/min bis 5000 ml/min, bevorzugt 50 bis 2000 ml/rnin eingestelit werden. 

18. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB die FluBrate Ober elnen Zeitraum von 
w 1 Woche bis 1 2 Wochen gesteigert wird. 

19. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet daB die anfangliche FluBrate 50 bis 100 
ml/min betragt. 

,5 20. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 19. dadurch gekennzeichnet. daB die anfangliche Pulsfrequenz 5 bis 
10 Pulse/min betragt 

21. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 1 9. dadurch gekennzeichnet. daB die FluBrate bis auf max. 5000 ml/min 
f Or GefSBprothesen und fOr Herzklappenprothesen gesteigert wird. 

22. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 20. dadurch gekennzeichnet. daB die Pulsfrequenz bis auf max 180 
Pulse/min fOr Gef&Bprothesen und fOr Herzklappenprothesen gesteigert wird. 

23. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 17. dadurch gekennzeichnet. daB in der pulsatilen FluBkammer syste- 
ms mische DrOcke von 1 0 bis 240 mmHg eingestelit werden. 

24. Homologe Herzklappe, herstellbar mil dem Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 23. 

25. Homologe Herzklappe mtt einem bindegeweb.gen Inneren Kern der von elner ^^g^^ £ 
dadurch gekennzeichnet. daB in dem bindegewebigen Kern eine Kollagendichte von 43 be 55 %. bezogen auf die 
Matrix, gegeben ist 

26. Homologe Herzklappe nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet. daB sie den Stromungsbedingungen im 
menschllchen Herzen standhalt 

27. Homologes GefaB, herstellbar mil dem Verfahren nach einer der AnsprQche 1 bis 23. 
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Abb. 1 a 



Abb. 1 b 




Abb. 1 c 



13 



EP 1 077 072 A2 




22,17 
24 



25 26 



35 38 15 5 3 

Abb,2 




Abb.3 



14 



EP 1 077 072 A2 




EP 1 077 072 A2 




16 



\ 



EP 1 077 072 A2 




Abb. 6 
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